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(57) Abstract 



A novel derivative of caffeic acid has formula (I) where one or several R independently represent a hydrogen atom, a 
C r C 5 alkyl group, particularly methyl, an acyl group, particularly C r C 6 , specifically acetyl. This novel derivative designat- 
ed oraposide is particularly useful for preparing cosmetic or pharmaceutical, particularly dermatological, compositions due 
particularly to its activity against free radicals, inflammation and actinic ageing. 

(57) Abrege 

L'invention concerne un nouveau derive de l'acide cafeique. Ce nouveau derive presente la formule (I) dans laquelle un ou 
plusieurs R representent independamment un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C| en p art i cu jj er methyle, un groupe 
acyle, en particulier en C r C 6 , notamment acetyle. Ce nouveau derive denomme oraposide est particulierement utile pour la 
preparation de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, notamment dermatologiques, grace en particulier a une acti- 
vite antiradicaux libres, anti-inflammatoires et anti-vieillissement actinique. 
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Nouveau deriyg de L'acide cafeique, L ' oraposide„ composition 
cosmetique ou pharmaceut ique, notamment dermatoLogique Le conte- 
nant. 



La presente invention concerne essent ieL Lement un nouveau 
derive de L'acide cafeique, L'oraposide, une composition cosmetique 
ou pharmaceutique, notamment dermatoLogique Le contenant. 

PLus particulierement, Le nouveau derive de l' invention, 
l'oraposide, est un derive de l'acide cafeique extrait de vegetaux 
10 de La famiLLe des Orobanchaceae. L 1 invention couvre egalement des 
derives particuLiers de L'oraposide, notamment des derives acyles, 
ainsi que Les extraits de pLante en contenant, notamment Les 
extraits d'Orobanche rapum genistae. 

Des etudes pr£ Liminai res avaient d£ja rev£le La presence 
15 de derives de L'acide cafeique dans Les extraits d' Orobanchacees, 
pLantes phanerogames parasites sans chLorophyLLe CAndary et al. 
1980, II Farmaco, 1, 1-30 ; BrideL et Charaux, 1924, C.R. Acad. 
Sci. 178, 1839) mais Leur structure n'£tait pas cLairement £tablie. 

L'interet pharmacoLogique de l'acide cafeique (ou acide 
20 3,4-dihydroxycinnamique) et de pLusieurs derives natureLs de celui- 
ci a deja fait L'objet de nombreuses etudes, Ainsi Kimura et aL. 
(PLanta Medica, 1984, 473-477) ont etudie L'effet de divers tanins 
et en particulier de derives de L'acide cafeique et caf eoy Lquinique 
extraits de pLantes de I'espece Artemisia et ont montre Leur effet 
25 inhibiteur sur La peroxydation des Lipides dans Les mi tochondries 
et Les microsomes de foie de rat. L'action inhibitrice de ces mole- 
cules sur Les Lipoxygenases participant au metabolisme des leuco- 
trienes et de L'acide arachidonique et leur utilisation potentielle 
dans Le traitement d'affections inf Lammatoi res comme L'asthme ont 
30 aussi ete publiees par Kimura et Okuda (J. of natural products, 
1987, 50, 392-399). 

L'activite de differents derives cafeiques etant multipLe 
et variable en foncticn de Leur structure, il est interessant de 
rechercher de nouveLLes molecules de cette famiLLe, dans Les 
35 pLantes medicinales ou autres, et d'en chercher de nouveLLes acti- 
vites pharmacologiques ou des performances superieures. 
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Ainsi, il a ete obtenu, a partir d'extraits de plantes de 
La famiLle des Orobanchaceae qui parasitent divers genets (Cytisus 
scoparius et purgans) ainsi que des pLantes aLimentai res comme Les 
lentilles, Les feves, Les solanees (tomates, aubergines...), un 
05 nouveau compose presentant des proprietes particulierement interes- 
santes. L'Orobanche est une pLante vivace representee par une tige 
fLeurie en epi, La pLante entiere peut atteindre une Longueur de 20 
a 100 cm avec des ecailles Le Long de La tige qui se terminent a La 
base par un buLbe recouvert egalement d'ecaiLLes. Toute La pLante 
10 est riche en derives esters heterosidiques cafeiques. Le bulbe, 
L'organe fixe sur Les racines de La plante-hote par des crampons 
ayant La forme de petites racines, est L'organe Le pLus riche en 
ces esters heterosidiques cafeiques. 

La substance extraite de L'Orobanche rapum genistae a ete 
15 obtenue a I'etat pur et cristaLLise, par exempLe par maceration 
aLcooLique d'un extrait de pLante ou de ceLLuLes de pLante et 
soumise aux diverses analyses cLassiques permettant d'en etabLir La 
configuration moLecuLaire et La structure (separations chromato- 
graphiques, determination du point de fusion, etudes des spectres 
20 RMN, de masse, aux rayons X, IR et UV et diverses analyses biochi- 
miques). La formule qui a ete deduite de ces analyses est La sui- 
vante : 4-cafeate de 3-0-(a-L-rhamnopyranosyl)-C2-(3,4-dihydroxy- 
phenyl)-1,2-ethylidene3^-D-gLucopyranoside. 

Cette substance, que L'on a propose d'appeler "orapo- 
25 side", est representee par La formule CI) ci-apres, dans laquelle R 
est un atome d'hydrogene. 



30 




(I) 
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La presente invention concerne egalement Les derives 
de formule I dans laquelle un ou pLusieurs R representent 
independamment un atome d'hydrogene, un alkyle inferieur en C -C 
en particuLier methyle, ou un groupe acyle, en particuLier en 
C-j-Cg, notamment acetyle. 

SeLon une autre caracteri stique preferee, seuLs Les 
groupes OR portes par Les cycles phenyle sont alkyles, notamment 
methyles. 

De preference, seuLs Les groupes OR portes par les cycles 
10 glucopyranosyle ou rhamnopyranosyle sont acyles, notamment 
acetyles. 

En particuLier, L'oraposide ou ses derives sont extraits 
a partir d'une plante de la f ami lie des Orobanchacees, en 
particuLier Orobanche rapum genistae. 
15 0n P eut obtenir de tels derives par des methodes clas- 

siques bien connues de L'homme de I'art. 

Notamment pour preparer des derives peracetyles de 
L'oraposide, on peut operer suivant une methode simple qui 
consist? en ce que les cristaux d'oraposide sont dissous dans un 
20 volume d' anhydride acetique auquel on ajoute un volume de 
pyridine. On Laisse une nuit entiere a La temperature ambiante. Le 
Lendemain, on filtre, on ressoLubi li se Le derive de l' invention et 
on Lyophilise. On obtient ainsi Le derive peracetyle de 
l'oraposide, c'est-a-dire que tous Les groupes OR portes par Les 
25 cycles glucopyranosyle ou rhamnopyranosyle sont ici acetyles. 

II a maintenant ete decouvert, de facon inattendue, que 
L'oraposide et ses derives precites possedaient de nombreux effets 
chimiques et biochimiques tels que piegeur de radicaux libres, 
antioxydant - prevenant notamment La peroxydation des Lipides -, 
inhibiteur d'aldose reductase, inhibiteur de 5-Lipoxygenase, inhi- 
biteur de dopa-decarboxylase, /3"bLoquant adrenergique, 
anti-tremorique, ant i-aL lergique, analgesique, anti bacterien et 
antifongique, et presentent une large bande d' adsorption dans Le 
rayonnement ultraviolet UVA et UVB, ce qui permet de Les utiliser 
35 avantageusement comme filtre solaire. 
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Ainsi, L'oraposide, ses derives precites, Les extraits de 
pLante en contenant sont particuLierement precieux, notamment dans 
Les domaines pharmaceutique, cosmetique et aLimentaire. 

SeLon un deuxieme aspect. La presente invention concerne 
05 done egaLement une composition cosmetique ou pharmaceutique, notam- 
ment dermatoLogique, caracterisee en ce qu'eLLe comprend, a titre 
d* ingredient actif, L'oraposide ou ses derives de formuLe I teLLe 
que precedemment definie, dans LaqueLLe un ou pLusieurs R 
representent independamment un atome d'hydrogene, un aLkyle 
10 inferieur en C^-Cj, en particulier methyLe, ou un groupe acyLe, 
en particuLier en C^ - ^' notamment acetyle, ou un extrait de 
pLante en contenant. De preference, Les derives acyLes sont teLs 
que seuLs Les groupes OR portes par Les cycLes gLucopyranosy Le ou 
rhamnopyranosy Le sont acyLes, notamment acetyLes. De preference 
15 encore, Les derives aLkyLes sont teLs que seuLs Les groupes OR 
portes par Les cycLes phenyLe sont aLkyLes, notamment methyLes. 

SeLon une variante de reaLisation avantageuse, L'orapo- 
side ou ses derives precites sont incorpores a une partie comprise 
entre environ 0,001 et environ 10 % en poids, de preference entre 
20 0,1 et 5 % en poids de La composition finaLe. 

Suivant un mode de reaLisation particuLier, La composi- 
tion seLon L'invention est une composition a effet piegeur de radi- 
caux Libres, inhibiteur d'aLdose reductase, inhibiteur de 5-Lipoxy- 
genase, inhibiteur de dopa-decarboxyLase, /3-bLoquant, 
25 anti-tremorique, ou fiLtrant du rayonnement uLtravioLet UVA et UVB. 

SeLon une variante avantageuse, Les compositions de 
L'invention precedemment definies ne contiennent ni conservateur 
suppLementai re antibacterien ou ant if ongique, ni agent antioxydant 
suppLementaire, notamment contre L'oxydation des Lipides de La 
< 30 forr^Le cosmetique ou pharmaceutique. 

La formuLation sera natureL Lement adaptee en fonction de 
L'usage vouLu- La composition peut ainsi etre formuLee sous une 
forme de dosage injectabLe, pour une administration oraLe ou pour 
un traitement externe par voie topique. L'excipient sera done 
35 adapte a cette formuLation et sera un excipient cosmetiquement ou 
pharmaceutiquement accept abLe- 
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Les compositions selon L' invention sont parti cuLierement 
efficaces dans La prevention du viei L Li ssement de La peau et dans 
Le traitement des etats inf Lammatoi res qui accompagnent souvent 
L'erytheme soLaire- En effet, dans certaines conditions m6tabo- 
05 Liques ou perturbations d'origine externe comme L'exposition au 
rayonnement uLtravioLet, La reduction de L'oxygene est incompLete 
et aboutit a La formation de radicaux Libres pouvant deteriorer Les 
phosphoLipides des membranes ceLLuLaires. La production de radicaux 
Libres entraine diverses manifestations physiopathoLogiques qui 
10 participent au viei L Li ssement ceLLuLaire et probabLement a La can- 
cerogenese, au phenomene inf Lammatoire et au processus d 1 intoxica- 
tion hepatique. 

Ainsi, Les compositions seLon L 1 invention sont destinees 
en particuLier a Lutter contre Les inf Lammations, aussi bien en 
15 appLication LocaLe que par voie systemique, notamment Les infLamma- 
tions causees par une exposition excessive au soLei L, a Lutter 
contre Le viei L Lissement ceLLuLaire, en particuLier contre Le 
viei LLissement actinique cutane, et a proteger La peau contre Le 
rayonnement uLtravioLet UVA et UVB, a La prevention et au 
20 traitement des taches pi gmentai res cutanees. ELLes sont egaLement 
efficaces dans Le traitement des intoxications hepatiques, queLLe 
que soit Leur origine et dans Le traitement du diabete, 
notamment du diabete meLLitus, et des troubLes du cristaLLin qui 
Lui sont souvent associes, et comme agent anaLgesique, 
25 antiaL Lergique, psychotrope, ant i-parkinsonien et 

ant i -hype rtenseur. 

SeLon un mode de reaLisation particuLier de L'invention, 
dans Le cadre d'un traitement anti-t remorique, en particuLier de La 
maLadie de Parkinson, La composition seLon L 1 invention precitee 
30 contient en outre une quantite therapeut i quement efficace de 
L-D0PA. En effet, L'oraposide et ses derives de formuLe I precites 
possedent une activite de potent ia Li sati on de La L-DOPA dans son 
activite anti-t remorique, efficace en particuLier dans La maLadie 
de Parkinson. L'oraposide et ses derives de formuLe I precites 
35 associe a La L-DOPA diminuent en effet experimenta Lement sur 
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l*animal et sur L'homme les t rembLement s engendres par un facteur 
tremogene. Dans La maladie de Parkinson , on constate une 
amelioration des mouvements anormaux (de type choreique) et autres 
troubles secondaires dus au traitement a La L-DOPA. 

05 !_' invention sera maintenant decrite en detail en 

reference a pLusieurs exemples de realisation donnes simplement a 
titre d 1 i Llustration et qui ne sauraient done limiter la portee de 
l' invention. Ces exemples sont donnes egalement en reference a 
plusieurs figures, objet des dessins annexes, dans Lesquels : 

TO - La figure 1 represente la quantite de LDH (lactate 

dehydrogenase) relarguee par 4.10 6 hepatocytes (culture de 
8 jours) dans le milieu de culture, 3 et 7 h apres traitement. La 
reference 1 des deux blocs d'histogramme concerne les resultats 
obtenus avec Les cultures non traitees, servant de temoins, la 

15 reference 2 represente les blocs d f histogramme obtenus avec les 

cultures traitees au nitroxynil a La concentration 10 * M, La 

reference 3 represente Les blocs histogramme obtenus avec les 

-4 

cultures traitees au nitroxynil a la concentration 10 M et au 
verbascoside a la concentration 5.10 5 M, la reference 4 represente 

20 Les blocs histogramme obtenus avec les cultures traitees au 
nitroxynil a la concentration 10 * M et a I'oraposide a La concen- 
tration 5.10~ 5 M, et la reference 5 represente les blocs histo- 
gramme obtenus avec les cultures traitees au nitroxynil a la con- 
centration 10~ 4 M et a L'arenarioside a la concentration 5-10 5 M. 

25 Le nitroxynil est un agent hepato-toxique, le verbascoside et 
I'arenarioside sont d'autres esters heterosidiques de I'acide 
cafeique connus a L'homme de I'art- 

- La figure 2 represente la quantite de LDH (lactate 
dehydrogenase) relarguee par 4.10 6 hepatocytes (culture de 24 h) 

30 dans le milieu de culture 3, 7 et 24 h apres traitement. De meme 

qu'a la figure 1, la reference 1 represente Les resultats obtenus 

avec les cultures non traitees, la reference 2 les resultats 

-4 

obtenus avec les cultures traitees par le chloroforme 10 M, et 

la reference 3 Les resultats obtenus avec les cultures traitees 

-4 

35 par La combinaison de chloroforme 10 M et d'oraposide a 
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5.10 M. Le chLoroforme est egalement un agent hepato-toxique. 

- La figure 3 represente L' inhibition de La Lipoperoxy- 
dation sur des microsomes hepatiques par differents composes 
phenoLiques a 5.10 ^ M dans Le mi Lieu reactionneL. La reference 1 

05 concerne Les bLocs histogrammes obtenus avec Le Lot temoin sans 
compose phenoLique, La reference 2 represente Les resuLtats obtenus 
avec Le verbascoside, La reference 3 represente Les resuLtats 
obtenusavec L'oraposide, La reference 4 represente Les resuLtats 
obtenus avec L 1 arenariosi de. La reference 5 represente Les resuL- 

10 tats obtenus avec L'acide rosmarinique. La reference 6 represente 
Les resuLtats obtenus avec L'acide isochLorogenique, La reference 
7 represente Les resuLtats obtenus avec L'acide chicorique, La 
reference 8 represente Les resuLtats obtenus avec L'acide cafeique 
et La reference 9 represente Les resuLtats obtenus avec La vitamine 

15 E (alpha-tocopheroL) . Le verbascoside, L'oraposide et L'arenario- 
side sont des esters heterosidiques de L'acide cafdique et Les 
acides cites sont d'autres esters de L'acide cafeique. 

- La figure 4 represente L" inhibition de La Lipoperoxy- 
dation par L'oraposide a differentes concentrations sur des micro- 

20 somes hepatiques de Lapins. La reference 1 represente Les resuLtats 
obtenus avec Le Lot temoin sans oraposide, La reference 2 Les 
resuLtats obtenus avec L'oraposide a La concentration de 5.10" 5 M, 
La reference 3 Les resuLtats obtenus avec L'oraposide a une concen- 
tration de 10 5 M, La reference 4 Les resuLtats obtenus avec L'ora- 

25 poside a une concentration de 5.10 6 M, La reference 5 Les resuL- 
tats obtenus avec L'oraposide a une concentration de 2.10~^ M, et 
La reference 6 Les resuLtats obtenus avec L'oraposide a une concen- 
tration de 10" 6 M. 

ExempLe 1 

30 Preparation de L'extrait vegetaL, purification des cristaux, ana- 
lyse et etabLi ssement de La formuLe de L'oraposide. 

Le materiau de depart est de La poudre de pLante 
(Orobanche) degraissee a L'ether de petroLe. Cette poudre est mise 
a macerer dans de L'ethanoL a 80 % ou du methanoL a 80 %, a raison 

35 
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de 10 L pour 400 g de poudre de plante, a 50°C. L'extrait obtenu 
est concentre et lyophilise. Cet extrait lyophilise dit "extrait 
brut d'orobanche" contient de 3 a 5 % en poids d'oraposide. 

Cette maceration alcoolique, apres filtration, est addi- 

05 tionnee rapidement de 20 mL d'une solution aqueuse fraichement 
preparee de metabisulf i te de sodium a 10 %. A la suite d'un repos 
d'une nuit a 4°C, cet extrait est filtre puis concentre de maniere 
a chasser L'alcool. L'extrait devenu aqueux subit un degraissage 
definitif par un melange : ether ethylique debarrasse des 

10 peroxydes - ether de pet role (3 : 1). Cet extrait degraisse est 
epuise par 20 I d'acetate d'ethyle (redistille sur chlorure de 
calcium). Les phases "acetate d'ethyle" sont dessechees par du 
sulfate de sodium (pur, sec), puis reunies et evaporees a sec sous 
vide. Le residu poudreux obtenu, de couleur blanc-creme, dit 

15 "extrait purifie d'orobanche" contient envirion 30 % en poids 
d'oraposide. Cet extrait purifie peut etre dissous dans de I'eau 
chaude et la solution mise a cristalliser a La temperature 
ambiante puis a +4°C pour proceder a une nouvelle purification. 

Ces cristaux sont essores et remis en solution a chaud 

20 dans un melange ethanol 5 % - eau 95 % puis recristaLlises a froid. 
L'operation est repetee plusieurs fois. 

Le composant obtenu a I'etat de cristaux purs est soumis 
a diverses analyses classiques, biochimiques et chimi co-physiques 
On determine le pouvoir rotatoire GO^ D = -110,3° (methanol) . Le 

25 point de fusion est de 210°C. Le spectre RMN H (& en ppm) est : 
7,46 et 6,18(2H,2xd, J = 16 Hz, Liaison R - CH = CH - R trans), 
5(1H,d,J = 1 Hz, H - 1 Rha), 4,92dH,t,J = 9,5 Hz, H - 4 GLc), 
4,57C1H,t,J = 2,5,9 Hz, H - 7' Aglycone), 

4,55(1h,d,J = 7,8 Hz, H - 1 GLc), 4,05(1H,t,J = 9,5 Hz, H - 3 GLc), 
30 3,94-3,71 (2H,m,J = 12 Hz, 2H - 6 GLc), 

3,57(1H,dd,J = 1,3 Hz, H - 2' Rha), 3,45C1H,m,H - 8' AgLycone), 
3,38(1H,dd,J = 7,8,9,5 Hz, H - 2 GLc), 1,05(3H,d,J = 6 Hz, 3H - 
1 Rha). 

35 
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Le spectre UV obtenu avec un appareil de type Kontron 
Uvikon 860— montre un maximum d 1 absorption en UVA a 330 nm, et 
presente en UVB un pic a 290 nm. L' integration des surfaces des 
pics UVB permet de comparer L'oraposide au ParsoL MC)^ ou L'on 
peut observer que L'activite d'absorption UVB de L'oraposide est 
0,4 fois celle du ParsoL MO^l Si L'on precede egaLement a une 
integration de La surface du pic UVA de L'oraposide que L'on 
compare au ParsoL 1 789^ on observe que L'absorption UVA de 
L'oraposide est environ 0,2 fois ceLLe du ParsoL 1 78^ L'etude 
10 des resuLtats ci-dessus ainsi que des spectres de masse et de 
rayons X et IR permettent de demontrer que L'oraposide est un 
4-cafeate de 3-0-<&-L-rhamnopy ranosy L)-[2-(3,4-dihydroxyphenyL>- 
1 , 2-et hy L i dene} -D-g Lucopy ranos i de . 

15 ExempLe 2 

Etude in vitro des proprietes de L'oraposide pour La protection des 
hepatocytes de Lapin en cuLture. 
Le modeLe experimentaL choisi est L'etude de La Libera- 
tion de Lactate dehydrogenase (LDH) par Les hepatocytes de Lapin 
20 en cuLture primaire, cette Liberation de LDH representant un 
marqueur de degradation des hepatocytes. 

Les hepatocytes sont voLontai rement intoxiques au 
nitroxyniL do" 4 £ 10~ 5 M) ou au chLoroforme (de 10~ 3 a 10~ 5 M> . 

L'effet de L'oraposide est evaLue pour une concentration 
25 de 0,05 mM finaLe dans Le mi Lieu de cuLture. 

La figure 1 montre que L'oraposide diminue tres signifi- 
cativement Le reLargage de LDH par Les hepatocytes intoxiques au 
nitroxyniL et La figure 2 montre un effet moins net sur Les 
ceLLuLes traitees au chLoroforme mais ceLui-ci a un effet moins 
30 toxique. 

L'oraposide par Lui-meme ne presente aucune toxicite 
ceLLuLaire, meme a une concentration de 100^fc,M. 



35 



BN8DOCID: <WO_821 6644A1JU> 



WO 92/16544 PCT/FR91/00229 

10 



ExempLe 3 

Etude in vitro de L' inhibition de La Lipoperoxydation a partir des 

microsomes hepatiques de Lapin. 
line reaction de Lipoperoxydation se produit Lorsqu'on 
05 incube des microsomes hepatiques de Lapin en presence de NADPH. 

Les microsomes sont recuperes apres traitement des hepa- 
tocytes aux uLtrasons. 

La Lipoperoxydation est evaLuee par La formation de maLo- 
nyLdialdehyde seLon La methode de PLacer et aL., 1966, (AnaLyt. 
10 Biochem. 16, 359-364). 

La reaction est effectuee en absence Ctemoin) et en 
presence d'acide cafeique ou d'oraposide a La concentration de 
5-10 -5 M ou en presence d'^-tocopheroL (Sigma) a 5.|10~ 5 M (refe- 
rence d'activite inhibitrice connue) . 
15 La figure 3 montre cLairement que L'acide cafeique et 

L'i-tocopherol ont une activite inhibitrice equivaLente et que 
L'oraposide assure une inhibition pLus forte (100 %) . 

La dose d'oraposide necessaire pour obtenir une inhibi- 
tion de 50 % est de 10~ 5 M (figure 4). 
20 De plus, il est possibLe de potent iaLiser L'oxydation des 

Lipides membranaires par des generateurs de radicaux Libres (CCL, 

4 

et H^Q^) ; dans ces conditions L 1 inhibition par L'oraposide est de 
100 % avec Le CCL 4 et de 90 % avec L^O^ 

ExempLe 4 

25 Wise en evidence d'une activite antibacterienne et antif ongique. 

On sait qu'un certain nombre de derives de L'acide 
cafeique inhibent La muLtipLi cation des bacteries et champignons. 
Cette propriete a ete confirmee pour L'oraposide sur 40 souches 
differentes appartenant a 10 genres de bacteries, ainsi que sur 25 

30 souches differentes appartenant a 25 especes de champignons. 

On observe 100 % d 1 inhibition de toutes Les souches bac- 
teriennes des La dose de 0,5 mg/mL. Les souches bacteriennes 
testees sont : Staphylococcus aureus ; Streptococcus (groupe A et 
groupe D) ; Escherichia coLi ; KLebsieLLa pneumoniae ; Proteus sp ; 

35 Providentia sp ; Seratia marcescens ; Enterobacter cLoacae ; 
Pseudomonas aeruginosa ; SaLmoneLLa (S. typhi et S. para-typhi). 
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Une etude plus detaiLlee realisee avec 29 souches bac- 
t^riennes de StaphyLoccus aureus montre une inhibition de 70 % d&s 
La concentration de 0,06 mg/ml et de 80 % a 0,12 mg/ml. 

L'activite antifongique a et6 testee vis-a-vis de conta- 

05 minents micromicetes couramment rencontres dans L 'alimentation. Le 
test a ete realise vis-a-vis de 25 especes appartenant aux Adelo- 
mycetes (ex. ALtemaria tenuis ; Fusarim avenceum ; Geotricom candi- 
dum...), aux Mucorales (ex. Mucor mucedo, Cunninghame I la elegans, 
Rhizopus nigricans — ), aux Endomyceta les (ex: Candida lipolytica ; 

10 Saccharomyces cerevisiae. . . ) , aux Plectomycetes (ex: Aspergillus 
clavatus, A. niger ; Penicillium chrysogenum, P. rubrum...), aux 
Pyrenomycetes (ex: Chaetomium globosum, Sordaria himicola. . 



Souches a croissance Souches a croissance 
15 Molecules testees inhibee ou diminuee inhibee pour une CMI 

(%) < 10 mg/ml 

(%) 



Acide rosmarinique 


100 


96 


Oraposide 


92 


64 


Acide cafeique 


83 


52 


Acide chLorogenique 


80 


40 


Verbascoside 


72 


44 



25 

Exemple 5 

Test d f inhibition de 1 1 Aldose-reductase (EC1 . 1 . 1 . 21 ) (=A.R) 



Mode operatoire 

30 On evalue l' inhibition enzymatique in vitro a partir d'un 

extrait d'enzyme brut isolee de cristallins fraichement obtenus a 
partir de bovins et de rats. Le principe de La reaction est le sui- 
vant : A.R. 

glyceraldehyde+NADPH 4 I glycerol + NADP 

35 
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Cette reaction se fait a pH = 6,2 a temperature ambiante 
et Les mesures d'extinction a 340 nm. Les molecules testees sont 
dissoutes dans de I'eau bidistillee. 

Les resultats obtenus par dosage du glycerol sont expri- 
05 mes en CI 50 (Concentration permettant d'inhiber 50 % de L'activite 
enzymatique) . 

Resultats 

Les resultats sont rassembles dans le tableau suivant : 

10 

A.R.-cri stal lin de veau 

-1 ) 

Molecules testees C.I. 50 (Mole x L 

15 Oraposide (1) 1,5 x 10~ 7 

(2) 1,65 x 10~ 7 

Verbascoside (1) 1,6 x 10~ 6 

(2) 1,6 x 10~ 6 

Arenarioside (1) 2,38 x 10~ 6 

20 (2) 1,47 x 10~ 6 

A.R.-Cristallin de rat 

Oraposide 2,20 x 10" 7 

25 Verbascoside 1,78 x 10~ 6 

Arenarioside 4,18 x 10~ 6 

Activite inhibitrice de I'aldose reductase de divers 
esters heterosidiques cafeiques (1) et (2) correspondent a deux 
30 series d 1 experiences differentes. 
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Conclusion 

Les quatre molecuLes sont inhibitrices de L'aldose reduc- 
tase aussi bien bovine que murine. La molecule la plus active est 
I'oraposide avec une CI 50 de 1,6 x 10 7 mol/L- ELle semble plus 
05 active que L'une des molecuLes les plus prometteuses actuellement 
sur le marche, a savoir le Sorbinil , qui est une molecule de 
synthese de formule 6-f Luorospi rochromane-4,4 1 -imi dazo li ne - 2 % ,5 
dione, dont la CI 50 est de 5 x 10~ 7 moL/L. 

10 Exemple 6 

Mise en evidence de L'activite anti-radicaux libres de I'oraposide 
sur des cultures de keratinocytes. 



Introduction 

15 L'activite anti-radicaux Libres de I'oraposide a ete 

6tudiee sur une Lignee de keratinocytes humains en culture, en 
comparaison avec des agents anti-radicaux Libres bien connus. 

L'activite protectrice de I'agent anti-radicaux libres a 
ete evaluee par la mesure du ma lona Idehyde (MDA) dans Le milieu de 

20 culture (reflet de la lipoperoxydation des lipides de membrane 
celLulaire) apres contact des cellules avec une source de radicaux 
libres oxygenes (selon La methode de Placer Z.A. et vol. 1966 Anal. 
Biochem. J_6 359-64, reference precedemment citee). 

La cytotoxicite de ces substances est egalement mesuree 

25 par le dosage de la Lactate dehydrogenase (LDH) a une concentra- 
tion eLevee (Z. Klin Chem. 1970 8^ 658 et Klin. Biochem. 1972 10 
182). 

A la lecture de L'ensemble de ces resultats, un classe- 
ment des molecules est etabli tenant compte a la fois de leur acti- 
30 vite anti-radicaux libres et de leur potentiel cytotoxique au 
niveau ceLlulaire. 



35 
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Materiels et methodes 
Materiels : 

- Cellules : kerat inocytes humains issus d'un carcinome squameux. 

05 - Milieu de culture : milieu de base DM EM (1/2), HAM F12 (1/2) 
(de la societe GIBCO), additionnes de 5 % de serum de veau foetal 
(de la societe INTERMED) • 

Methodes : 

10 

- La culture cellulaire et le traitement 



Elle est realisee dans des boites de petri 60 mm (NUNC), 
densite d 1 ensemencement : 5 000 cellules par cm*'. 

15 Une semaine apres l' ensemencement, la monocouche cellu- 

laire a confluence est traitee par 500 I d'une solution contenant 
un systeme generateur de radicaux oxygenes compose de 
Vitamine C 10" 3 M, FeCl 3 10" 4 M, FeS0 4 -10" 4 M dans du tampon PBS a 
pH 8 additionne de la molecule a tester (= milieu reactionnel) . 

20 Apres une incubation de 2 h a 37°C, ce milieu d' incuba- 

tion est recupere pour le dosage de la MDA- 

- Mesure de La LDH 



25 Les composes sont testes a 200^^ dissout dans le DMS0, 

les cultures temoins contiennent une quantite identique de solvant. 

Apres 24 h puis pendant 6 j, on determine la quantite de 
LDH relarguee dans le milieu de culture apres un traitement quoti- 
dien par les molecules anti-radi caux libres- 

30 Le surnageant de culture est mis en presence de pyruvate 

de sodium et de NADH, la cinetique de L'activite LDH est mesuree au 
spectrophotometre (Kit BOEHRINGER) . 

L'activite de la LDH est materialisee par une augmenta- 
tion de DO/mn (DO = densite optique) qui reflete done La 

35 cytotoxicity de la molecule. 
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- Mesure du MDA 



Apres les 2 h d'incubation avec Les cellules, les 500 Jdl 
de milieu reactionnel sont preleves et additionnes d'acide thio- 
05 barbiturique pour doser le MDA a 532 nm. 

Les resultats sont donnes en % d 1 inhibition de la produc- 
tion de MDA. 



- Les substances testees 
10 

- * tocopherol ) 



_ B ^ T j substances de reference 

- Oraposide 



15 Resultats et discussion 
- Cytotoxicity 



Elle a ete testee h 200 /lM pour les 3 produits. Les 
resultats seront donnes pour les 3 premiers jours de contact et 
20 donnes en % d'augmentation de DO par rapport au temoin (+DMS0) 



J1 J2 J3 

caL Tocopherol 19+^2 83 20 54 ^ 8 

BHT 800 ^80 111^+15 

25 Oraposide 0 0 0 

(moyenne de 3 mesures) 



Nous pouvons observer la forte cytotoxicity du BHT qui, 

des le premier jour, est responsable d'un fort relarguage de LDH, 

30 le phenomene est moins prononce pour I '^-tocopherol, alors que 

t'Oraposide ne manifeste aucun effet cytotoxique vis-a-vis des 
cellules. 

35 
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- Dosage cle La MDA 



05 



10 



L'etude a ete realisee a La concentration 100yttM pour Les 
3 produits apres 2 h d 1 incubation avec Le melange reactionnel. Le 
MDA produit, suivi par spectrophotometrie donne des resultats 
exprimes en % d 1 inhibition de cette production par rapport au 
temoin (mi Lieu reactionnel seul). 

On evaLue done Le pouvoir protecteur de La substance 
anti-radicalai re. 



Tocopherol 
BHT 

Oraposide dere experience) 
(2eme experience) 



100 % 
64 + 2 % 
70 + 3 X 
60 + 15 % 



15 



(moyenne des 3 mesures) 



Nous remarquons un pouvoir protecteur de L 1 Oraposide qui 
est voisin de ceLui du BHT, un peu moins puissant que l*§ 
Tocopherol. 

20 

Conclusion 

Le dosage du MDA dans le surnageant de la culture, 
nous a permis d'evaluer L'activite anti-radicaux libres de 
L'oraposide a 100/iM, i I se revele etre aussi efficace que le BHT, 
25 toutefois, moins que I f ct-tocopheroL. 

Mais il est a noter que contrai rement a ces 2 molecules 
de reference, il ne presente aucun effet cytotoxique jusqu'a 
200^- 

30 

On donne ci-apres divers exemples de formulation cosme-. 
tique ou pharmaceutique avec I'Oraposide de ces derives selon 
I 1 invention. 

Les pourcentages sont donnes en poids sauf indication 

35 contraire. 
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ExempLe 7 

Gel apres soleil (anti-inf Lammatoi re) 

- extrait brut d'Orobanche 

05 (seLon I'exemple 1) 20 % 

- gel de Carbopol 94(^glycerine a 2.5 % 70 % 

- acide hyaluronique 0,1 % 

- conservateurs usuels o,2 % 

- parfums 0,1 % 

- H 2 0 q.s.p. 1 00 % 

Exemple 8 



10 



Creme ant i-vi ei 1 1 i ssement 

15 Oraposide encapsule en liposomes <*) 25 % 

Huile de germe de ble 10 % 

Base auto-emulsionnable 5 % 

Eau, contenant conservateurs, parfums, antioxydants 

usuels, q.s.p 100 % 

20 

(*) La composition des liposomes contenant I'oraposide est de : 

- lecithine de soja 3,6 

- ^-sitosterol 0,4 

- oraposide 0,4 
25 - peptide de soja 1,0 

- eau quantite suffisante pour 100 %. 

L'oraposide etant dans la phase aqueuse. 



30 
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ExempLe 9 
Serum anti-tache 

extrait purifie d'Orobanche 



05 (seLon L'exempLe 1) 5 % 

- ethanol 20 % 

- eau glycerinee 60 % 

- substances geLifiantes 0,6 % 

- part urns 0,1 % 

10 - conservateurs 0,2 % 

- eau q.s.p 100 % 



ExempLe 10 
Protecteurs solaires 



15 

- extrait purifie d'Orobanche ... 10 % 
(selon L'exempLe 1) 

- titane micronise 2 % 

- emuLsionnants non ioniques .... 5 % 
20 - huiLes 30 % 

- geL neutraLise CarbopoL 94u® 

a 2,5 % 0,2 % 

- si Li cone 5 % 

- eau contenant conservateurs, 
25 antioxydants, parfums 

q-s.p 100 %. 



ExempLe 11 
Composition pharmaceutique 
30 On prepare des geLuLes, destinees a une administration 

oraLe, dosees a 60 mg d'oraposide ou de ses derives de formuLe I 
precites, dans un excipient usueL pour geLuLe. 

On pourra utiLiser ces geLuLes, notamment pour Le traite- 
ment de La maLadie de Parkinson a une posoLogie de 4 a 6 geLuLes 
35 par jour, ce qui correspond en generaL a 1 a 6 mg d'oraposide pur 
par kg du poids du corps par jour. 
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L' invention couvre encore un procede de preparation d'une 
composition cosmetique ou pharmaceut ique, notamment dermatologique, 
caracterise en ce qu'il comprend L ' i ncorporati on d'une quantite 
efficace de L'oraposide ou de ses derives precites dans un exci- 

05 pient, support ou vehicule cosmetiquement ou pharmaceut i quement 
acceptable. Oe preference, on incorpore entre 0,001 % et environ 
10 % en poids, encore mieux entre environ 0,1 et 5 % en poids, 
d'oraposide ou ses derives dans Ladite composition, en particulier 
dans Le cadre d'une application topique. 

10 L' invention couvre encore un procede de traitement 

d'affections provoquees par des radicaux libres quelle que soit 
leur origine, caracterise en ce qu'il comprend I 'admini strat ion au 
sujet souffrant de I'une desdites affections, sous une forme 
appropriee, d'une quantite efficace d'oraposide ou de ses derives 

15 de formule I precitee. 

Selon une variante de realisation de ce procede de trai- 
tement, en particulier dans le cadre d'une application topique, on 
admini st re une composition dosee & 0,001 £ 0 % en poids, de 
preference de 0,01 a 5 % en poids, en oraposide ou en ses derives 

20 precites. 

Selon une variante de realisation part i cul iere, on traite 
les inflammations, notamment les inflammations causees par une 
exposition excessive au soleil, aussi bien en application locale 
que par voie orale, rectale, ou par injection, d'une quantite 

25 efficace pour obteni r I'effet desire d'oraposide ou de I'un de ses 
derives de formule I precites. 

Selon une autre variante, on previent ou on traite le 
viei llissement cellulaire, en particulier Le viei Llissement cutane 
et notamment actinique par application topique d'une quantite 

30 efficace pour obteni r I'effet desire d'oraposide ou de I'un de ses 
derives de formule I precites. 

Selon encore une autre variante, on realise la protection 
de la peau contre le rayonnement ultraviolet UVA et UVB, par 
aplication topique d'une quantite efficace pour obteni r I'effet de 

35 protection ultraviolet desire, d'oraposide ou de I'un de ses 
derives de formule I precites. 
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Selon encore une autre variante, on previent ou on traite 
Les taches pigmentai res cutanees par application topique d'une 
quantite efficace d'oraposide ou de L'un de ses derives de formule 
I precites- 

05 Selon encore une autre variante de realisation, on 

realise le traitement des intoxications hepatiques quelle que soit 
leur origine, par application de preference par voie orale ou par 
injection, d'une quantite efficace pour obtenir L'effet desire 
d'oraposide ou de l'un de ses derives de formule I precites. 

10 Selon encore une autre variante de realisation, on rea- 

lise le traitement du diabete, notamment du diabete mellitus, ou 
des troubles du cristallin qui lui sont associes, en administrant 
au sujet souffrant de ladite affection, sous une forme appropriee, 
une quantite efficace d'oraposide ou de l'un de ses derives de 

15 formule I precites. 

Selon encore une autre variante de realisation, on 
realise le traitement de la douleur en administrant au sujet souf- 
frant de Ladite douleur, sous une forme appropriee, une quantite 
efficace d'oraposide ou de l'un de ses derives de formule I 

20 precites. 

Selon encore une autre variante de realisation, on rea- 
lise un traitement anti-allergique en administrant au sujet souf- 
frant d'une allergie, sous une forme appropriee, une quantite 
efficace d'oraposide ou de l'un de ses derives de formule I 
25 precites. 

Selon encore une autre variante de realisation, on rea- 
lise un traitement de la maladie de Parkinson, en administrant au 
sujet souffrant de Ladite maladie, sous une forme apppropriee, 
une quantite efficace d'oraposide et de ses derives de formule I 

30 precites, de preference en combinaison avec La L-D0PA. 

Selon encore une autre variante de realisation, on rea- 
lise un traitement anti-hypertenseur, en administrant au sujet 
souffrant d'hypertension arterielle, et sous une forme appropriee, 
une quantite efficace d'oraposide ou de l'un de ses derives de 

35 formule I precites. 
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Selon encore une autre variante de realisation, on 
realise un traitement anti-tremorique, en admini st rant au sujet 
souffrant de t remb lement s> en particulier de t remblements dus h la 
maladie de Parkinson, et sous une forme appropriee, une quantite 
05 efficace d'oraposide ou de I'un de ses derives de formule I 
precites. 

Selon encore une autre variante de realisation, on 
administre a un sujet, sous une forme appropriee, une quantite 
efficace pour I'obtention d'un effet psychotrope, d'oraposide ou de 
10 I'un de ses derives de formule I precites. 



15 



20 



25 



30 
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REVENDI CATIONS 




15 dans laquelle un ou pLusieurs R representent independamment un 
atome d'hydrogene, un groupe aLkyLe inferieur en C^-C^, en 
particulier methyle, ou un groupe acyle, en particulier en 
C^-C^, notamment acetyle. 

2. Compose seLon La revendicat ion 1, caracterise en ce 
20 que seuLs Les groupes OR portes par Les cycles glucopyranosyle ou 

rhamnopyranosy Le sont acyles, notamment acetyles. 

3. Compose seLon La revendi cation 1 ou 2, caracterise en 
ce que seuLs les groupes OR portes par Les cycles phenyle sont 
aLkyles, notamment methyles. 

25 4. Compose seLon la revendi cation 1 a 3, caracterise en 

ce que L'oraposyle ou des derives sont extraits a partir d'une 
pLante de La famiLLe des Orobanchacees, en particulier Orobanche 
rapum genistae. 

5. Composition cosmetique ou pharmaceuti que, notamment 

30 dermatologique, caracterisee en ce qu'elle comprend a titre 
d 1 ingredient actif I'oraposide ou ses derives de formule I tels que 
definis a L'une des revendications 1 a 4- 

6- Composition seLon la revendi cation 4, caracterisee en 
ce qu'elle comprend d 1 environ 0,001 a environ 10 % en poids, de 

35 preference environ 0,1 a environ 5 % en poids, de I'oraposide ou de 
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ses derives precites, par rapport au poids total de la composition 
f ina le. 

7. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracteri- 
see en ce qu'elle presente une activite antiradicaux libres. 

8. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracte- 
risee en ce qu'elle presente une activite anti-inf Lammatoi re. 

9. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracte- 
risee en ce qu'elle presente une activite hepatoprotectrice. 

10- Composition selon la revendication 5 ou 6, caracte- 
risee en ce qu'elle presente une activite anti viei llissement cellu- 
laire, en particulier anti viei I lissement des cellules de la peau et 
notamment antiviei Llissement actinique. 

11. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracte- 
risee en ce qu'elle presente une activite de prevention ou de 

15 traitement des taches pigmentaires cutanees. 

12. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracte- 
risee en ce qu'elle presente une activite inhibitrice d'aldose 
reductase, 

13. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracte- 
20 risee en ce qu'elle presente une activite inhibitrice de 5-lypoxy- 

genase. 

14. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracteri- 
seeen ce qu'elle presente une activite inhibitrice de dopa- 
decarboxy Lase. 

25 15. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracteri- 

see en ce qu'elle presente une activite /3-bloquante. 

16. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracteri- 
see en ce qu'elle presente une activite de filtration du rayonne- 
ment ultraviolet UVA et UVB. 
30 17. Composition seLon la revendication 5 ou 6, caracteri- 

see en ce qu'elle presente une activite analgesique. 

18. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracteri- 
see en ce qu'elle presente une activite anti-allergique. 

19. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracterise 
35 en ce qu'elle presente une activity anti-t remorique. 
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20. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracterise 
en ce qu'elle presente une activite psychotrope. 

21. Composition selon La revendication 5 ou 6, caracterise 
en ce qu'elle presente un effet anti-hypertenseur. 

22. Composition selon la revendication 5 ou 6, caracteri- 
see en ce qu'elle n'est pas additionnee d'agent conservateur 
antibacterien ou antifongique et/ou d'agent conservateur antioxy- 
dant, en raison de I'activite antibacterienne ou antioxydante de 
I'oraposide ou ses derives. 
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